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論文審査結果の要旨
環境細菌の99％以上が培養困難なVBNC（Viablebutnon－Culturable）細菌であることが近年認識さ
れ、それら未知細菌由来の遺伝子を取得・解析する手段としてメタゲノムの使用が注目されてい
る。しかし、メタゲノムの使用は抗生物質生産や産業上有用な酵素の遺伝子取得に限定され、環
境汚染物質分解酵素遺伝子への適用はほぼ皆無であった。そこで、本研究では、土壌環境を未開
拓遺伝子資源として捉え、酵素活性発現を指標にして土壌メタゲノムから環境汚染物質である芳
香族化合物の初発酸化酵素遺伝子（芳香環水酸化酵素遺伝子）を取得・解析することを目的とした。
本研究では、まず、ナフタレン完全分解能の一部を欠損させた宿主細菌に当該物質完全分解能
を付与する系を用いて、原油汚染土壌メタゲノムコスミドライブラリーから芳香環水酸化酵素遺
伝子を取得・解析した。この結果、メタゲノムからの環境汚染物質分解酵素遺伝子の取得は可能
だが、メタゲノムから効率よく新規分解遺伝子を取得するには、（1）土壌での分解酵素遺伝子濃
縮、（2）微弱な活性も検出できるスクリーニング系の開発、そして、（3）多様な細菌を宿主に使用、
が重要であることが判明した。この結果を踏まえ、非汚染土壌に各種芳香族化合物を添加した人
工的汚染化土壌を作製した。汚染経過に伴い、既知分解酵素遺伝子が最大10，000倍増加すること
を明らかにし、汚染化土壌メタゲノムコスミドライブラリーを構築した。本ライブラリーを進化
系統関係の異なる肋0祓た0あお椚椚e肋れ助J劇0んお血椚〟〟fWm郡、撤蝕如脚触り加地に導入し
て、インドールを分解して青色のインディゴに変換する芳香環水酸化酵素の遺伝子取得を実施し
た。B．multivmZnSを宿主として取得した8つのコスミドクローンのうち、pE12a、pE2kと命名し
たコスミドは、既知遺伝子とは相同性の低い芳香環水酸化酵素遺伝子αカ舶および0伊を各々有し
ていた。AhdAは且椚〟〟ル0m那由来の特定リグクターゼの発現条件下で、2－ニトロトルエン、ナフ
タレン、ビフェニル分解活性を示したことから、ahdA産物はflavin－dependentmonooxygenaseに属
する新規タンパク質であること、一方、pE2k由来oJタ産物の大量発現は2，4－ジニトロトルエン分
解活性発現に至ったことから、OdP産物はhydroxylase様酵素であることを示した。難培養性細菌
も解析対象にできるメタゲノム技術は画期的手法であるが、機能的スクリーニングによる目的遺
伝子の取得には、DNA抽出方法や回収時期などの基礎的知見の収集と稀少DNAの濃縮などの技
術開発の両方を吟味・改良する必要があった。さらに、宿主内発現と効率的な目的遺伝子の選択
が機能的スクリーニングの最大の問題であった。本研究は、これら問題に対して、「時間的変遷」
を検討しつつ総合的に取り組んだ点に大きな特色があり、当該研究領域発展に大きく貢献した。
以上のように、本研究は、メタゲノムからの機能遺伝子の効率的かつ再現可能なスクリーニン
グ系を確立した点のみならず、本系から新規芳香環水酸化酵素遺伝子を取得・解析した点で、メ
タゲノム使用の有用性および新規性を確固として提示している。従って、本研究の成果は、論文
提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを明瞭に示してお
り、小野玲氏提出の論文を博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。
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